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近紫外线对兔晶状体上皮细胞 cx43蛋白影响的研究 

彭艳丽，李 立，汤永强 
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【摘 要】目的：探讨近紫外线抑制兔晶状体上皮细胞通讯功能的机制。方法：将兔晶状体前囊膜行组织块细胞培养，2～3代细 

胞分为正常对照组和近紫外线照射组 (同一近紫外线光源下一固定位置 50 am，测得该点的功率为0．2 mW／cm：，给于同一强度， 

5、10、15 min不同时间的近紫外线照射)，应用 Western—blot方法，从翻译水平检测近紫外线对兔晶状体上皮细胞(Rabbit lens 

epithelia cells，RLECs)的连接蛋白43(Connexin43，Cx43)表达变化的影响；采用间接免疫荧光染色法 ，对 RLECs的 Cx43蛋白进 

行定位分析。结果：Cx43蛋白在各组晶状体上皮细胞中均有表达，并且正常对照组为高表达，随着近紫外线照射时间的增加，其 

Cx43蛋 白的表达逐渐降低 ；并经近紫外线照射后正常定位于晶状体上皮细胞膜上的 Cx43发生了内移。结论：证实近紫外线抑 

制晶状体上皮细胞通讯功能的机制可能与细胞缝隙连接通讯(Gapjunction—mediated intercellularcommunication，GJIC)的关键蛋 

白Cx43蛋白表达的下降和功能定位的改变有关。 
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【Abstract】Objective：To probe the mechanism of inhibition in gap junction—mediated intercellular communication (GJIC)of rabbit lens 

epithelia ceils(RLECs)irradiated by UVA．Methods：RLECs of 2～3 generation were divided into normal control group and ultraviolet 

irradiation group(The UV intensity was 0．2 mW／cm2 under a UV lamp with fixed position 50 em，RLECs were exposed to ultraviolet lamp 

at different times：5，10，15 minutes)．Western blot techniques were employed to detect the protein levels of Cx43 irradiated by UVA．By 

indirect immunofluorescence histochemistry we analyzed the localization of Cx43 in the RLECs．Results：In UVA irradiation group and 

normal control group，there was expression of Cx43．With the increasing intensity，the expression of Cx43 was decreasing．The 

immunnostaining of Cx43 in RLECs revealed that the internalization of Cx43 from membrance to plasma and nuclear Was found in UVA 

irradiated RLECs．Conclusion：Cell molecule level study proved UVA irradiation Can reduce GJIC of RLECs，which wis associated with 

perturbations in localization and number of Cx43 among RLECs． 

【Key words】Ultraviolet A(UVA)；Lens epithelia cell；Gap junction—mediated intercellular communication；Connexins43；Western Blot 

缝隙连接细胞间通讯 (Gap junction—mediated in． 

tercellular communication。GJIC)是相互接触的相邻 

细胞间的一种信息通 讯 ，在调节 细胞 增殖 、分化及 

维持组织内环境的稳态等过程中起着十分重要的 

作用『11．而它与白内障发生的关系是白内障研究领 

域一个新的热点．兴起于近几年，研究处起始阶段。 

连接蛋白43(Connexin43，Cx43)是晶状体上皮细胞 

的缝隙连接的主要表达蛋白，本部分通过实验研究 
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近紫外线对 Cx43数量和功能定位改变，初步从分 

子水平探讨 近紫外线抑制晶状体上皮细胞缝 隙连 

接通讯功能的机制 。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

实验动物 ：2～3月龄新西兰健康白色家兔 20只 ，体质 

量 1．5～2．5 kg，无眼疾 ，雌雄兼用(重庆医科大学实验动物中 

心提供)。 

实验用药及主要试剂：紫外线照射灯(上海亚源照明电器 

有限公司)；胎牛血清(美 国 Hyclone公司)；胰蛋 白酶(美国 
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Promega公司)；兔抗 Cx43多克隆抗体(SantaCruze公司)；4’， 

6一二脒基 一2一苯基吲哚 (4’，6-diamidino一2一phenylindole， 

DAPI)；辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔二抗、异硫氰酸荧 

光素 (Fluorescein isothiocyanate，FITC)一羊抗兔 IgG抗体、DAB 

试剂盒均购自北京中山生物技术有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养及实验分组 将兔晶状体上皮组织放入培 

养液中，置于 37％，50ml／LCO 培养箱内孵育 ，用 2．5dE胰 

蛋白酶消化并接种至培养皿中，按 1：2的比例进行传代培养， 

采用 2—3代细胞进行实验。实验随机分为 4个组：正常对照 

组(不给予任何处理因素)，5 min照射组，10 min照射组和15 

min照射组(根据近紫外线照射时间的不同)。紫外灯光谱范 

围为 320—400 nm，峰值为365 nm，照射强度为0．2 mW／cmz。 

1．2．2 Western blotting测定 RLECs中 Cx43蛋白的表达 培 

养于 100 ml培养瓶中的晶状体上皮细胞，加入 0,5 ml细胞裂 

解液，刮下细胞，放入低温离心机中 12 000 r／min离心 30 min， 

取上清；灌制 SDS聚丙稀酰胺凝胶，依次上样实验组、对照组 

以及中分子量 marker，每孔上样量为 30 l，90 V恒压电泳约 

15 min，待染料前沿进入分离胶后将电压提高至 120 V，恒压 

电泳约 2 h，直至溴酚蓝进入电泳缓冲液后 ，关闭电源；使用 

Bio—Rad半干转移仪(Bio—Rad laboratories，Ine．California． 

USA)。湿转至PVDF膜上；膜加用封闭液稀释(1：1 ooo)的兔抗 

Cx43多抗室温摇动温育 1 h；用 TBST室温洗膜 15 min1次，共 

3次。加入用封闭液稀释(1：1 000)HRP标记的羊抗兔 IgG室 

温温育 1 h。再用TBST室温洗膜 15min1次，共 3次；将显色 

液立即加入 PVDF膜上，当条带充分显色后，照相保存，用 

Quantity one软件分析系统获取转印膜上的染色密度值。 

1．2．3 免疫荧光细胞化学法检测晶状体上皮细胞 Cx43蛋白 

的功能定位情况 将单层生长的细胞爬片，给予近紫外线处 

理以后，PBS液洗涤 3次；预冷的纯丙酮固定 15 min；PBS漂 

洗 5 min，3次；封闭血清孵育 30 min；~I1人一抗(Cx43，1：100)， 

4℃过夜 ；PBS漂洗 5 min，3次；加入二抗(FITC一羊抗兔 IgG 

抗体，1：150)，室温孵育 60min，避光；PBS漂洗 5min，避光，3 

次；加入 DAPI，室温孵育 15 min，避光；PBS漂洗 5 min，避光， 

3次；50％缓冲甘油封片。PBS代替一抗，其余步骤相同设为阴 

性对照。采用 OlympusBX5 1荧光显微镜及摄像系统检测待检 

标本。检测 FITC标记的抗体，采用 WB系统(激发滤色镜 

450—480 nm；吸收滤色镜 515 nm)；检测 DAPI采用 wu系统 

(激发滤色镜 330—380 nm；吸收滤色镜 420 am)；分别摄像 

后，利用 SPOT3．4软件进行同一视野不同荧光通道的重叠。观 

察滤色荧光的表达情况。 

1．3 统计学分析 

所有数据均用 SPSS13．0处理 ，计量资料数据以表示 ， 

各组数据均经正态检验及方差齐性检验 ，多组间参数比较 

采用单因素方差分析；组间两两比较采用 SNK—q检验分析； 

P<0．05即认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 近紫外线对Cx43蛋白表达的影响 

WesternBlot分析Cx43蛋白的表达水平(见图1)， 

用单因素方差分析及 SNK—q进行两两之间分析，表 

1结果发现与正常对照组比较，5 min照射组 Cx43 

蛋白含量有轻度降低，差异无统计学意义(尸>0．05)； 

而 lO min照射组及 15 min照射组 Cx43蛋 白含量 

明显降低，差异有统计学意义(P<O．01)；在实验组 

中，两两之间进行比较，Cx43蛋白含量差异也有统 

计学意义(P<O．01)。 

表 1 各组间Cx43蛋白的表达水平(染色密度 INTmm2) 

实验分组 Cx43蛋白的表达量(INTmm：) 

正常对照组 

5min照射组 

10min照射组 

15min照射组 

87 607．450±5 050．795 

82 560．880±4 478．844 

40 762．430±3 561．339 

12 780．810±1 612．362 

：P>0．05与正常对照组比；“：P<0．01与正常对照组比 

2．2 近紫外线对Cx43蛋白功能定位的影响 

FITC荧光标记的山羊抗兔 Cx43与兔晶状体上 

皮细胞 Cx43结合后在激发光的作用下显示绿色荧 

光 ，DAPI标记晶状体上皮细胞核在激发光作用下 

显示蓝色荧光。结果显示：正常对照组 Cx43的表达 

呈现较强的FITC绿色荧光，均匀分布于细胞膜上， 

数量较多(图2)；5 min照射组的 FITC荧光产物分 

布于胞膜和胞浆内，强度轻度减弱(图3)；而 10rain 

照射组及 15 min照射组的FITC绿色荧光明显减 

弱，聚集在胞核周围及胞核上(图 4、5)：阴性对照的 

荧光染色呈阴性(图6)。 

3 讨 论 

老年性白内障的发病机制及其药物防治一直 

是白内障领域关注的热点。国内外大量学者 已从紫 

外线对晶状体氧化损伤方面探讨了紫外线与白内 

障的关系，同时也有学者发现：晶状体在无氧条件 

下受紫外线辐射也会出现离子平衡紊乱和混浊．因 

此认为非氧化机制在其中也起重要作用，但其过程 

尚不清楚。 

晶状体细胞 GJIC功能与晶状体生理、病理状 

态的关系是目前白内障研究领域的一个新的方向。 

缝隙连接(Gap iunction，GJ)最早是由 Furshpan和 
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1 ． 正 常对 照 组 ；

2 ． 5 ra i n 照 射组 ；

3 ． 1 0 ra i n 照 射 组

4 ． 1 5 m i n 照 射 组

C x 4 3

飘圈■_
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图 1 各 组 R L E C s 中 C x 4 3 蛋 白及 [3 - a c t i o n 的含量

图 3 近 紫 外 线 5 m i n 照 射 组 R L E C s C x 4 3 的 表 达 。 绿 色 荧 光

反 应 产 物 主 要 分 布 于 胞 膜 和 胞 浆 上 ( 间接 免 疫 荧 光 方 法 x 2 0 0 )

图 5 近 紫外 线 1 5 ra i n 照 射 组 R L E C s C x 4 3 的表 达 ， 绿 色 荧

光 反 应 产 物 主 要 分 布 于 胞 核 周 围 ( 间 接 免 疫 荧 光 方 法 x 2 0 0 )

P o t t e r 在 研 究 小 龙 虾 轴 突 低 阻 力 电 传 导 通 路 时 发 现

的[2 1
， 其 组 成 结 构 为 缝 隙连 接 蛋 白 ( C o n n e x i n ， C x ) 。 它

允 许 细 胞 之 间 能 直 接 进 行 离 子 和 小 分 子 物 质 ( <

1 0 0 0 D ) 的 交 换 ， 对 细 胞 内稳 态 的 维 持 等 方 面 起 着 非

常 重 要 的 作 用 【3】
。 晶 状 体 是 无 血 管 的 透 明 组 织 ， 由 于

缺 乏 血 供 ， 晶 状 体 上 皮 细 胞 之 间 以 及 上 皮 细 胞 与 纤

维 细 胞 之 间 是 通 过 G J I C 进 行 营 养 物 质 的 运 输 、 代

谢 产 物 的 排 泄 和 晶 状 体 各 种 成 分 之 间 渗 透 性 平 衡

调 节 [4 1
， 从 而 维 持 晶 状 体 透 明 性 。 到 目前 为 止 ， 在 人

类 和 动 物 的 晶 状 体 内 连 接 蛋 白 主 要 分 为 C x 4 3 、

C x 4 4 、 C x 4 6 、 C x 4 5 ． 6 、 C x 4 9 、 C x 5 0 、 C x 5 6 几 类 ， 而 C x 4 3

主 要 在 晶 状 体 上 皮 细 胞 中 表 达 来 控 制 晶 状 体 的 发

育 和 组 织 生 长 15 ’6 ]
。 国 外 一 些 学 者 研 究 发 现 C x 发 生

缺 失 和 突 变 后 ， 将 导 致 白 内 障 的 形 成 『7~91
。

图 2 正 常 对 照 组 R L E C s C x 4 3 的 表 达 ， 绿 色 荧 光 反 应

产 物 主 要 分 布 于 胞 膜 上 f 间 接 免 疫 荧 光 方 法 x 2 0 0 )

图 4 近 紫外 线 1 0 m i n 照 射 组 R L E C s C x 4 3 的表 达 ， 绿 色 荧

光 反 应 产 物 主 要 分 布 于 胞 核 周 围 ( 间接 免 疫 荧 光 方 法 x 2 0 0 )

图 6 阴 -陛对 照 的绿 色 荧 光 呈 阴 性 ( 间接 免

疫 荧 光 方 法 x 2 0 0 )

在 前 期 实 验 研 究 中 我 们 采 用 荧 光 光 漂 白恢 复

技 术 (F l u o r e s c e n c e r e d i s t r i b u t i o n a f fe r p h o t o b l e a c h i n g ，

F R A P ) ， 通 过 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 检 测 各 组 兔 晶 状 体

上 皮 细 胞 的缝 隙 连 接 通 讯 功 能 变 化 情 况 。 结 果 发 现

近 紫 外 线 照 射 能 降 低 兔 晶 状 体 上 皮 细 胞 缝 隙 连 接

通 讯 功 能 ， 并 且 随 着 照 射 时 间 的 增 加 ， 其 功 能 下 降

越 明 显 ， 但 其 发 生 机 制 目前 尚不 清 楚 。

有 研 究 表 明 ：任 何 C x 4 3 位 置 与 数 量 的 改 变 都 影

响 着 GJ I C 功 能㈣
。 在 肿 瘤 细 胞 中 ， C x 4 3 的表 达 降低

甚 至 缺 失 会 使 细 胞 间 通 讯 异 常 ， 从 而 导 致 细 胞 过 度

的 克 隆 生 长 。 有 人 对 C x 4 3 定 位 进 行 了 测 定 ． 发 现 相

邻 细 胞 连 接 处 有 明 亮 的 斑 点 状 标 记 ， 聚 集 分 布 连 接

成线 ， 证 实 了 有 功 能 的 C x 4 3 位 于 细 胞 膜 上 ⋯ 】
。 因此 ，

对 于 近 紫 外 线 抑 制 晶 状 体 上 皮 细 胞 G J I C 功 能 的 机
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理初步研究。我们直接从晶体上皮细胞GJIC的功能 

蛋白一Cx43人手，分析其在翻译水平(包括蛋白的表 

达及细胞的定位分布)等方面的变化。首先我们采用 

免疫印迹法对 Cx43蛋白进行定量分析，结果发现： 

与正常对照组比较，5 min照射组 Cx43蛋白含量轻 

度降低，无统计学差异(P>0．05)；而 10 min照射组及 

15 min照射组 Cx43蛋白含量明显降低，有显著性差 

异(／9<0．01)；我们推测近紫外线诱导 GJIC功能的下 

调的机制不完全是通过降低连接蛋白表达水平途径 

来实现的，还有其他机制的影响。因此进一步对 

Cx43蛋白进行了荧光免疫标记定位．为了确定所有 

实验细胞 中 Cx43蛋 白是定位在核 内还是细胞浆内 

或膜上．我们进行了复染。即在FITC标记 Cx43蛋白 

的基础上，再用 DAPI标记细胞核，在激发光的作用 

下显示蓝色荧光。结果显示 ：正常对照组 Cx43蛋白 

的表达呈现较强的FITC绿色荧光，较均匀分布于细 

胞膜上，数量较多：5 min照射组的FITC荧光产物分 

布于胞膜和胞浆内，强度轻度减弱，即仍有一定数量 

的有功能的细胞缝隙连接蛋白；而 10 min照射组及 

15 min照射组的FITC绿色荧光明显减弱，聚集在胞 

核周围及胞核上；即近紫外线照射可以改变 RLECs 

的Cx43蛋白的定位，使其从正常的功能位置一细胞 

膜移向细胞浆及细胞核内。推测近紫外线抑制晶状 

体上皮细胞 GJIC功能可能与 Cx43的内移有关。这 

也进一步说明了 5 min照射组 Cx43蛋 白的数量在 

总体上虽然与正常对照组相比无统计学差异，但由 

于其功能定位发生了改变，不在正常的功能位置上， 

不能发挥其应有的功能．即是说有功能的Cx43蛋白 

数量减少，从而也导致 GJIC功能的下降。 

本实验仅从连接蛋 白的翻译水平上进行 了机 

制的初步探讨 ，事实上 ，GJIC的调控因素还有很多， 

可能与连接蛋白基因突变、基因 mRNA转录、翻译 

后的修饰(磷酸化水平{t2j )以及缝隙连接的数量和 

启闭等有关。特别是磷酸化水平显得尤为重要．因 

此 ，从连接蛋 白磷酸化水平进一步探讨近紫外线抑 

制晶状体上皮细胞 GJIC功能的机制，并且进一步 

研究 GJIC功能的抑制导致白内障的发生与其他老 

年性白内障的发生机制(如氧化损伤学说及凋亡学 

说)之间的关联是十分必要。这将为老年性白内障 

的发病机制提出一个新的理论依据，为以后白内障 

的药物防治开创了一条全新的思路，必然会产生一 

定的社会和经济效益。 
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